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Сравнение аминокислотных последовательностей белков и нуклеотидных последовательностей соответствующих генов.
    Мной была сделана выборка из семи  белковых последовательностей и соответствующих генов. Первая последовательность — это последовательность  белка IDH_Ecoli, остальные шесть — последовательности его гомологов из прокариот. Подбор гомологов производился  с помощью BLAST-сервера EBI. Процент идентичности гомологов с белком IDH_Ecoli уменьшался примерно в такой последовательности: 97%, 90–95%, 85–90%, 70%, 50%, 40%. Каждая последовательность была сохранена в отдельном файле, в fasta формате, с условным названием pi.fasta (i=1,2,…6). Затем этот условный номер был добавлен к имени последовательности. 

    Была произведена выборка соответствующих генов, имена файлов, в которых они сохранены были также изменены на gi.fasta (i=1,2…6) и добавлены к имени последовательности.
    Наблюдение элементарных эволюционных событий в ближайших гомологах.

Было построено два полных выравнивания: выравнивание белка IDH_Ecoli и его ближайшего гомолога Q8Z7G5_SALTI и выравнивание соответствующих генов.

1. Здесь можно посмотреть выравнивание белковых последовательностей.

При выравнивании белка IDH_ECOLI и его ближайшего гомолога Q8Z7G5_SALTI (~97% совпадений) программой needle  обнаружено восемь аминокислотных замен:
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2. Эта ссылка на выравнивание нуклеотидных последовательностей.
Какие элементарные эволюционные события повлекли за собой аминокислотные замены?

В последовательности я заметила интересное место:
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По данным этой таблице и по выравниванию я хочу сказать, что в этом фрагменте нет, ни делеций, ни вставок. По моему предположению программа needle поставила гепы, чтобы кусочек последовательности подравнять со таким же кусочком, совпадающим на 100%. Если убрать эти гепы, то  дальнейшее выравнивание не изменится, а эти образовавшиеся  несинонемичные замены будут свидетельствовать о аминокислотных заменах на данном участке. 
 Далее приведу выравнивание, которое выдал нам GeneDoc:

           1100         *       1120          
IDH_ECOLI : catg----ggttggaccgaagcggc 
g1:                :  catgcagtggtt----cgaagcggc 
            CATG    GGTT    CGAAGCGGC
Выравнивание, предлагаемое мной: 
                         1100                                1120
IDH_ECOLI : catgggttggaccgaagcggc
g1        : catgcagtggttcgaagcggc
            CATG   TGG  CGAAGCGGC 
И соответствующее аминокислотное выравнивание:
IDH_ECOLI: MGWTE :        
p1       : MQWFE :
           M W E  
Т.е замена трех нуклеотидных остатков  ggt, кодирующие глицин, на cag привела к аминокислотной замене на глютамин.  И соответствующая замена двух нуклеотидных остатка ac на  tt привели так же к аминокислотной замене треонина на фенилаланин.  
По подсчетам синонимичных замен больше, чем не синонимичных в соотношении 161 к 8. Это свидетельствует о консервативности последовательности.

3. Здесь можно посмотреть сводную таблицу, отображающую изменения в нуклеотидных последовательностях и их влияние на АК последовательность.

4. Здесь приведена «матрица замен» нуклеотидов, отображающая количество замен.
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 Известна закономерность: транзиции более вероятны, чем трансверсии. То есть, вероятнее замена пуринового основания на пуриновое, чем на пиримидиновое. Из этого следует, что замены A/G и C/T встречаются чаще. По получившейся матрице замен эта закономерность хорошо выявляется.
Исследование зависимости процента совпадений последовательностей белков от процента совпадений последовательностей их генов.
    Скрипт  для программы needle, позволяющий получить сразу все проценты идентичности можно посмотреть здесь.
Здесь можно посмотреть сводную таблицу для соотношения идентичности. 

[image: image1.emf]Сравнение процентов идентичности белков и их генов.
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  Синяя линия  на графике показывает зависимость процента совпадений в белковых последовательностях от совпадений в нуклеотидной последовательности. Красная линия получена следующим образом: прямой соединены точки (100, 100) и  с другой стороны (5, 25).        
Известно, что вирус гриппа распространяется среди людей, присоединяясь к человеческим клеткам с помощью белка гемагглютинина, находящегося на оболочке вируса. Поскольку конфигурация аминокислот, определяющих разновидность белка гемагглютинина, часто изменяется, ежегодно появляется новый тип вируса гриппа. Из этих данных можно сделать вывод,  что линия на графике (для haem) соответствует набору мало консервативных последовательностей. В то же время было получено, что гомологи белка IDH_Ecoli  являются  консервативными. (См. выше)

       Но мы видим, что некоторые точки в графике полностью совпадают, а некоторые участки графика сильно отличаются. Дело в том, что для далекого гомолога p6  проценты идентичности его гена с генами других белков выборки лежат рядом с прямой С. Это можно проследить на графике при малых (~40%) процентах идентичности белков.  Для близкого гомолога p2 (его идентичность с IDH_ECOLI ~ 96%)  идентичность генов уже очень далеко отклоняется от соответствующего значения на прямой С.  Это также заметно на графике. Это свидетельствует о том, что, если белки долгое время сохраняют свои функции, специализируясь в одном и том же направлении,  то это означает, что и их гены подвергаются мутациям, изменяются, но при этом не происходит радикального изменения последовательностей белков( соответственно для выборки белка IDH_Ecoli). 
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